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摘  要 野生西瓜果实富含多糖类物质，果实组织高质量 RNA 提取困难。为解决这一问题，本研究把 SDS 法、改良 CTAB
法和改良LiCl沉淀法等三种常规RNA提取方法与本研究提出的改良 SDS法对野生西瓜 PI296341-FR (Citrullus lanatus subsp. 
Lanatus)果肉 RNA 提取效果进行了比较和分析。结果表明只有改良 SDS 法能够在保证 RNA 质量和产率的同时有效去除多

糖。与常规 SDS 法相比，改良 SDS 法增加了醋酸钾缓冲液(5 mol/L, PH 6.0)和无水乙醇(1/4 体积)共同沉淀多糖的步骤，但醋

酸钾缓冲液用量仅需 1/100 体积。改良 SDS 法提取的总 RNA 完整性、纯度和产率较为理想，28S rRNA 和 18S rRNA 条带清

晰，无降解；OD260nm/OD280nm 比值为 1.97，OD260nm/OD230nm 比值为 1.91；RNA 提取产率为 15~20 μg•g-1•FW-1，可满足后续

分子生物学实验的要求。 
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Abstract For wild watermelon, it’s hard to isolate the high quality RNA from the fruit flesh rich in polysaccharides. Three 
normal RNA isolation methods, including SDS lysis, improved CATB lysis and improved LiCl precipitation, accompanying with the 
improved SDS lysis method proposed in this study, were evaluated by comparing the efficiency of fruit flesh RNA isolation of wild 
watermelon PI296341-FR (Citrullus lanatus subsp. Lanatus). The results indicated that only our improved SDS lysis method may be 
used to isolate high quality RNA without polysaccharides co-precipitation from wild watermelon fruit flesh rich in polysaccharides. 
KAc buffer (5 mol/L, pH 6.0) and absolute alcohol (1/4 volume ratio) were employed to precipitate polysaccharides in our improved 
SDS lysis method in comparison with the normal SDS lysis method. It’s worth noticing that only 1/100 volume ratio KAc buffer 
should be used here. The integrity, purity and yield of RNA isolated via the improved SDS lysis method were ideal enough. The 
bands of 28S rRNA and 18S rRNA were clear and did not degrade. The ratios of OD260nm/OD280nm and OD260nm/OD230nm were 1.97 
and 1.91, respectively. The yield of RNA was 15~20 μg•g-1•FW-1. This demonstrates that the RNA isolated via the improved SDS 
lysis method could be used for further study on related molecular biological experiments. 
Keywords Citrullus lanatus subsp. Lanatus; Polysaccharides; RNA extraction; Improved SDS lysis 

研究背景 

野生西瓜材料PI296341-FR属于葫芦科(Cucur- 

bitaceae)西瓜属的野生种(Citrullus lanatus subsp. 
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lanatus)，起源于非洲南部。PI296341-FR 是目前世

界上唯一高抗西瓜枯萎病 3 个生理小种的种质，是

西瓜抗病机制研究和抗病育种的理想材料(许勇等, 

2000)。此外，PI296341-FR 果实糖含量极低(~1 

Brix)，与普通栽培西瓜(Citrullus lanatus subsp. 

vulgaris)果实含糖量(~11 Brix)存在巨大差异，因此

也是研究西瓜果实糖代谢和积累机理的理想材料。

栽培西瓜果实 RNA 提取一般采取 SDS 水饱和酚法

(Guo et al., 2011)，该法能很好的去除果实中的糖分

和蛋白，得到完整性好和条带清晰的总 RNA，其

28S 和 18S 比接近 2:1，能满足后续分子生物学实验

的要求。然而，PI296341-FR 果实富含有果胶、纤

维素等多糖物质，采用该提取方法提取 PI296341-FR

果实总 RNA 时，不仅提取出的 RNA 量很少，而且

提取出的总 RNA 完全降解，无法用于后续分子生

物学实验。寻找一种能有效地提取野生西瓜果实总

RNA 的方法是开展后续分子生物学研究的必要前

提，但目前未见相关报道。 
PI296341-FR 果实总 RNA 提取的关键是如何

有效去除果胶及纤维素等多糖物质的干扰。目前植

物 RNA 提取方法中去除多糖干扰的手段主要有以

下三种。第一种，采用 SDS-盐酸胍方法在高浓度

Na+或 K+离子环境中改变多糖的溶解特性，使多糖

类物质能够主要分配到有机相中，随后通过苯酚和

氯仿抽提去掉大部分的多糖(Su and Gibor, 1988)。
第二种，多糖或 RNA 的选择性沉淀。利用低浓度

乙醇(10%~30%)将多糖沉淀，随后 RNA 经过苯酚

和氯仿抽提后用 75%乙醇沉淀(肖洁凝等, 2003)；利
用醋酸钾溶液选择性沉淀多糖(Bahloul and Burkard, 
1993; Ainsworth, 1994; Hughes and Galau, 1988)；低

浓度乙醇和醋酸钾溶液共同作用沉淀多糖(Fang et 
al., 1992)；此外，在高浓度的 NaCl 下，经低浓度乙

醇或 2-丁氧乙醇来沉淀多糖(Chang et al., 1993; 
Manning, 1991; Fang et al., 1992)。但上述方法虽然

能去除部分多糖，但效果并不十分理想，提取出的

RNA 仍混杂有相当多的多糖(Ainsworth, 1994)。第

三种，用改良的 CTAB 法提取富含多糖组织的

RNA(李映志等, 2009)也可有效去除多糖的干扰。前

人的研究的报道为富含多糖的野生西瓜果实 RNA
提取方法的探索提供了有益参考。 

本研究以富含多糖的野生西瓜 PI296341-FR 果

实为材料，对三种已报道的富含多糖植物组织 RNA
提取方法进行了筛选、比较和改良，以期摸索出适

合于富含多糖的野生西瓜果实的高质量 RNA 提取

方法，为顺利开展相关分子生物学研究奠定基础。 

1 结果与分析 
1.1 已报道的三种去除多糖的方法提取野生西瓜果

实 RNA 的效果 
根据野生西瓜果实富含多糖的特点，本实验选取

了三种已报道的能有效去除多糖的RNA提取方法(改
良 CTAB 法，改良 LiCl 法，SDS 法进行筛选。琼脂

糖凝胶电泳检测结果表明三种方法均未能成功提取

出野生西瓜果实完整果实总 RNA(图 1)表明这三种方

法均不适合于用作野生西瓜果实 RNA 的提取。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 三种方法提取野生西瓜果实总 RNA 的效果 
注: 1: 改良 CTAB 法; 2: 加 CaCl2处理法; 3: SDS 法 
Figure 1 The efforts of three methods for wild type watermelon 
fruit total RNA extraction 
Note: 1: Modified CTAB; 2: Added CaCl2; 3: SDS 

1.2 SDS 法的改良 
本实验室栽培西瓜果实 RNA 提取均采用 SDS

水饱和酚法(Guo et al., 2011)，因此本研究的重点是

对该方法进行改良，改良的思路重点参考李映志等

(2009)报道的方法。改良的重点主要是在 PCI(酚:
氯仿:异戊醇比例为 25:24:1)抽提前加入 5 mol/L 醋

酸钾缓冲液(pH 6.0)和无水乙醇以去除多糖干扰。鉴

于参考该方法的提取效果并不理想(方法Ⅳ)，本研究同

时参考其他成功去除多糖的研究报道(López-Gómez 
and Gómez-Lim, 1992)对于加入乙醇和醋酸钾缓冲

液的量做了多次尝试，选取了 6 个具有代表性的方

法(表 1)。通过琼脂糖凝胶电泳检测可知(图 2)：醋

酸钾缓冲液的加入量是影响提取效果的关键；在合

适的醋酸钾缓冲液的加入量的前提下，加入 1/4 体

积无水乙醇的提取效果要比加入 1/10 体积的效果 
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表 1 RNA 提取方案改进 
Table 1 The modification of RNA extraction procedures 

 1/4体积醋酸钠 
1/4 volume of KAc 

1/10体积醋酸钠 
1/10 volume of KAc 

1/100体积醋酸 
1/100 volume of KAc 

1/4体积的无水乙醇 
1/4 volume of ethanol 

Ⅰ Ⅲ Ⅴ 

1/10体积的无水乙醇 
1/10 volume of ethanol 

Ⅱ Ⅳ Ⅵ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2 SDS 法提取野生西瓜果实 RNA 的改良措施 
Figure 2 The modified measures of SDS for RNA extraction of 
wild type watermelon fruit 

要好(方法Ⅴ和Ⅵ)。 

1.3 改良的 SDS 水饱和酚法提取总 RNA 效果的质

量检测及产率 
由图 2 可看出，方法Ⅴ即加入 1/100 体积的醋

酸钾和 1/4 体积的无水乙醇是提取富含多糖的野生

西瓜果实 RNA 的较好方法。琼脂糖凝胶电泳的检

测结果表明该方法提取 RNA 完整性较好，电泳条

带清晰(图 2)。该方法提取总 RNA 的 OD260/OD280

值是 1.97，OD260nm/OD230nm 比值为 1.91。提取总

RNA 的产率为 15~20 μg·g-1·FW-1。 

2 讨论 
很多植物的果实富含多糖，由于 RNA 许多理

化性质与多糖相似，因此沉淀 RNA 时会同时将多

糖沉淀。这就要求在 RNA 提取过程中首先应去除

多糖的干扰，但去除多糖的同时 RNA 也会被去掉，

造成产量的减少(李宏和王新力, 1999)。同时在沉淀

RNA 时，多糖会以凝胶状形式共沉淀，这种含有多

糖的 RNA 沉淀难溶于水，或溶解后产生黏稠状的

溶液，严重影响了 RNA 的纯度及后续的分子生物

学实验(Fang et al., 1992)。因此对于富含多糖的组

织，RNA 提取过程中一个关键的问题是如何有效的

去除多糖，这也是本研究所要解决的一个关键问

题。野生西瓜与栽培西瓜相比虽然水溶性糖含量少

很多，但多糖类物质含量如果胶却比栽培西瓜多很

多。SDS 水饱和酚法能有效的提取出栽培西瓜果实

总 RNA，但却不适用于野生西瓜 PI296341-FR。利

用该方法提取野生西瓜果实时，虽然经 PCI 抽提液

抽提后也能将水相、蛋白及有机相分开，但是在下

一步吸取水相液体时会因为水相非常黏稠而无法

正常吸取，强行吸取会带入大量的中间层蛋白及下

层有机相，导致 RNA 提取失败。这种黏稠现象直

观的表明野生西瓜富含有大量的多糖类物质。 
目前关于 RNA 提取过程中去除多糖的报道已

有不少。菠萝果实富含多糖类物质，给 RNA 的提

取带来了不便，袁晓丽等(2011)通过对改良 SDS 法、

改良 CTAB 法和 Trizol 试剂盒法提取 RNA 的效果

的比较，得出改良 SDS 法的效果最佳。该方法的一

个关键步骤是加入 1/3 体积 5 mol/L KAc 溶液(pH 
4.8)选择性沉淀多糖，本研究也曾做过类似尝试，

但提出的总 RNA 完全降解，其电泳图类似于图 1，
表明该方法不适合本研究。栾福磊等(2009)人采取

加入低浓度乙醇(10%~15%)来去除多糖，明显降低

提取总 RNA 中多糖的含量。也有报道认为单纯低

浓度的乙醇并不能很好的沉淀多糖，还需要与其他

试剂相结合才可有效去除多糖(陈桂信等, 2004)，本

研究结果也支持这种观点。不少研究认为将醋酸钾

和无水乙醇共同使用，其去多糖效果会更明显(杜中

军等, 2005)。李映志等(2009)采用改良后的 CTAB
法成功提取出了菠萝蜜富含多糖组织中的 RNA。作

者采取的一个关键步骤是采用无水乙醇和醋酸钾

预先将果胶多糖沉淀下来，以利于后续 RNA 提取，

虽然这也是本研究需要解决的关键问题，但参考其

无水乙醇和醋酸钾的用量并不能提取出完整的野

生西瓜果实总 RNA(图 2Ⅳ)，但却为进一步的尝试

提供了有益的借鉴。本实验经过多次尝试，最终筛

选出一种能成功提取出野生西瓜果实完整总 RNA
的方法(图 2Ⅴ)。该方法明显与前人研究结果相比有

一个明显不同，即很少量的醋酸钾缓冲液(约 1/100
体积)即可有效去除大部分果胶，这个量是李映志等

(2009)报道的醋酸钾缓冲液加入体积的十分之一；
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此外，醋酸钾缓冲液加入量多与或少于 1/100 体积

均不能有效提取出完整的 RNA。为什么只需要如此

少量的醋酸钾缓冲液就可有效去除多糖？这种情

况在前人的研究中尚未报道过类似情况，目前尚不

清楚具体原因。 

3 材料与方法 
3.1 试验材料 

本研究选取野生材料 PI296341-FR (Citrullus 
lanatus subsp. Lanatus)作为实验材料。温室育苗，

常规管理。于 2011 年 5 月初在北京市农林科学院蔬

菜中心延庆农场露地定植。定植约四周后开始人工

授粉，做标记。常规西瓜栽培管理，3 次生物学重复。 
PI296341-FR 果实取样方法：于授粉后 10、18、

26、34、42 和 50 天进行取样。每个时间点，每个

生物学重复取整齐一致的果实 2~3 个。取样方法：

每个时间点每个生物学重复取果实中心瓤。混合取

样。同时留部分果实中心瓤做预备实验用(筛选 RNA
提取方法)。样品液氮速冻后-80℃冰箱保存备用。 

3.2 试剂 
进口试剂：Tris，SDS，PVP-40，2-mercaptoethanol 

(2-巯基乙醇)，phenol (水饱和酚) (pH 4.5)，DEPC，
CTAB；国产试剂：浓盐酸，EDTA-Na•2H2O，氢氧

化钠，氯化钠，氯仿，异戊醇，无水醋酸钠，冰乙酸，

醋酸钾，氯化钙，无水乙醇，LiCl。 

3.3 总 RNA 的提取 
3.3.1 改良的 SDS 水饱和酚法 

(1)快速称取 5~6 g 冷冻样品，铝箔包裹投入液

氮中。液氮预冷研钵和研棒。将样品快速放入研钵、

敲碎、研磨。 
(2)取另一个研钵加入 15 mL TENS 提取缓冲

液，把样品粉末转移到 TENS 中，立即研磨充分混

匀。转入 50 mL 离心管，11 000 g，4℃离心 5 min. 
(3)将上清液转入另一个离心管。在新离心管中

缓慢加入 1/4 体积的-20℃储存的无水乙醇，之后再

加入 10~25 μL 5 mol/L pH 5.2 的醋酸钾缓冲液。轻轻

混匀，冰上静置 10 min。11 000 g，4℃离心 10 min。 
(4)将上清液转入新的 50 mL 离心管，加入等体

积 PCI (用前摇匀)，手工彻底混匀。11 000 g，4℃
离心 20 min。 

(5)重复上述步骤(4)一次。 
(6)小心转移上层水相至新的 50 mL 离心管，加

入 0.1 倍体积的 3mol/L (pH 5.2)醋酸钾缓冲液和 2.5

倍体积的冰冷无水乙醇(−80℃预冷)，−20℃静置 1 h。 
(7)11 000 g，4℃离心 20 min，吸弃所有上清和

管壁残留水滴，并在管壁圈出沉淀所在位置。 
(8)空气干燥沉淀 20~25 min，用 600 μL RNase-free

水溶解离心管沉淀。转入 2 mL 离心管。电泳检测

RNA 完整性，NanoDrop2000 检测并记录浓度和质

量。-80℃保持备用(注: 栽培西瓜提取步骤不同之

处是 TENS 混匀液直接加 PCI, 并且不需要加醋酸

钾和无水乙醇, 其余同上面方法)。 

3.3.2 改良的 CTAB 法 
改良的 CTAB 法具体操作过程参考李映志等

(2009)。 

3.3.3 改良 LiCl 法 
具体操作方法参考叶庆亮等(2007)。 

3.4 总 RNA 的质量检测 
RNA纯度分析：取2 μL RNA，用NanoDrop2000

检测并记录浓度和质量。根据OD260/OD280，OD260/OD230

的值确定 RNA 的纯度。 
取少量 RNA (5 μL)与 1 μL 的 6x loading buffer

混匀。1.5%琼脂糖凝胶电泳检测(150 V 进样, 80~90 V
电泳; 约 25 min) RNA 的完整性。 
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